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九龙江口解有机磷细菌的解磷特性
王 琛1，田欣欣1，曲凌云1，2
( 1． 国家海洋局第一海洋研究所，山东 青岛 266061; 2． 厦门大学 近海海洋环境科学国家重点实验室，福建 厦门 361005)
摘 要: 从九龙江口海水和沉积物中分离纯化得到了 10 株具有解有机磷能力的菌株。通过对 10 株菌进行分子鉴定，结果
显示其中有 8 株菌为芽孢杆菌属菌株，2 株菌为弧菌属菌株。对它们的解磷能力进行比较，发现 XMYP7 和 XMYP10 在有机
磷固体培养基上解磷能力较强。挑选其中两株菌 XMYP7( 芽孢菌属) 和 XMYP10 ( 弧菌属) ，采用钼蓝比色法检测菌株在有
机磷液体培养基中解磷情况，结果表明该 2 株菌所转化的磷主要用于其自身生长。
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The phosphate-dissolving characteristics of organic phosphorus
bacterium isolated from Jiulong Ｒiver
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Abstract: 10 bacterial strains of organic phosphorus degradation bacteria were separated from water and sediment samples of Jiulong
Ｒiver Estuary by using lecithin medium plate method． Sequences analysis of the 16S rＲNA genes showed that 8 of the 10 strains were
Bacillus sp． and the other 2 were Vibrio sp． ． The strain XMYP7 and strain XMYP10 showed stronger ability to dissolve phosphate as
compared to the others，both of which have the ratio of the diameter of the transparent circle / the diatemter of the colony as 1． 714．
Our data also suggested that the available phosphate may be used to meet their needs during the growth of themselves．
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九龙江口位于台湾海峡的西南海岸，在过去的 30 a
受人类活动影响较大，根据资料显示，河流中可溶性有效
磷含量为 0． 63 × 103 t /Pa，九龙江口的可溶性有效磷含量
为 0． 82 × 103 t /Pa，在九龙江口有效磷的含量增加了 0． 16
× 103 t /Pa，相比 1980 ～ 1990 增加了 2 ～ 3 倍［1］。一般认











道的解磷细菌有芽孢杆菌属 ( Bacillus sp． ) 、沙雷氏菌属
( Serratia sp． ) 、假单胞菌属( Pseudomonas sp． ) 、变形杆菌
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司) 、恒温培养箱( HＲX-9162 MBE，上海博讯实业有限公
司医疗设备厂) 、PCＲ 仪( Takara) 、凝胶电泳仪( BG-Power
600) 、凝胶成像仪 ( Smart Gel ) 、高压蒸汽灭菌锅 ( 日本
HIＲAYAMA HVE-50) 、紫外—可见分光光度计 ( Ultrospel
2100 pro) ; 所用试剂主要有琼脂( 青岛海博生物) 、琼脂糖
( Sigma ) 、蛋 白 胨 ( OXOID ) 、酵 母 提 取 物 ( OXOID ) 、




1． 2． 1 水样、泥样
水样 于 2011 年 1 月 采 自 九 龙 江 口 ( 24． 423° N，
118． 004°E) 表层海水样; 泥样于 2011 年 1 月采自九龙江
口( 24． 443°N，118． 004°E) 和( 24． 396°N，117． 916°E) 底层
沉积物。
1． 2． 2 培养基
卵磷脂培养基［10］: 葡萄糖 10 g、( NH4 ) 2 SO4 0． 5 g、
MgSO4·7H2O 0． 3 g、NaCl 30 g、KCl 0． 3 g、FeSO4·7H2 O
0． 03 g、MnSO4·7H2O 0． 03 g、CaCO3 5 g、卵磷脂 0． 2 g、酵
母提取物 0． 4 g、琼脂 20 g、去离子水 1 000 mL、pH 7． 0 ～
7． 5，除卵磷脂外，其余试剂加入培养基，115 ℃ 灭菌 20
min; 卵磷脂用无菌水 1∶ 1 体积稀释后，待培养基灭菌后冷
却至 50 ℃左右加入，加入量为每 100 mL 加入卵磷脂稀释
液 3 ～ 4 mL。液体培养基不加琼脂即可。
2216E 培养基: 酵母提取物 0． 1%、蛋白胨 0． 5%、琼
脂 2． 0%、海水 1 000 mL，121 ℃灭菌 20 min。
1． 3 方 法
1． 3． 1 样品的处理方法




小，挑取不同的单菌落进行平板划线，连续 3 ～ 5 次划线，
用以获得纯培养物。
1． 3． 1． 2 泥样的处理方法
将采集的泥样称取 1 g 于 100 mL 灭菌海水中，充分
混匀，静置待溶液分层，取上清溶液用无菌海水按 10 倍
稀释法稀释上清液，每个稀释倍数涂布两个 2216E 平板，
于恒温培养箱中 28 ℃ 倒置培养，待菌落形成，根据菌落
的形态、颜色、大小，挑取不同的单菌落进行划线，连续 3
～ 5 次划线，获得纯培养物。
1． 3． 2 解磷菌的筛选
将分离获得的纯培养物，挑取单菌落，分别接种于有




1． 3． 3 细菌解磷能力的平板测定
将筛选出的解有机磷细菌分别点接于有机磷固体培
养基上，28 ℃培养 7 d，观察透明圈情况，测量透明圈直径
和菌落直径之比。
1． 3． 4 16S rDNA 的扩增与序列分析
16S rDNA 模板的制备: 用灭菌的牙签挑取 2 ～ 3 个单
菌落于 25 μL ＲNA free 水中混匀，菌液浓度略微浑浊即
可。置于 PCＲ 仪，99 ℃，10 min。取上清液。
PCＲ 扩 增 所 用 引 物 为 27F ( 5'-AGAGTTTGATCCTG-
GCTCAG-3') 和 1492rrrr ( 5'-TACGGYTACCTTGTTACGAC-
TT-3') 。PCＲ 反应体系 60 μL: 2 × Taq Mix 30 μL，引物
27F，1492rrrr 各 3 μL，模板 3 μL，无菌水补足至 60 μL。
PCＲ 反应条件: 95 ℃，5 min; 94 ℃，45 s; 57 ℃，1 min 30
s; 72 ℃，1 min 30 s，30 个循环; 72 ℃，10 min。将 PCＲ 产
物送至上海美吉生物医药科技有限公司测序，将所得的
16S rDNA 基因序列提交到 NCBI 进行基因序列号注册。
1． 3． 5 系统发育学分析
将所获得的 10 株解有机磷菌株的 16S rDNA 基因序
列通过 Ez Taxon 数据库进行比对，选取与各菌株相似性
最高的模式菌 16S rDNA 序列，通过 Mega 4． 0 软件采用邻
接法( Neighbor-joining) 建立系统发育树，通过自展分析
( Boot strapping) 进行系统发育树的评估，自展数据集为
1 000次。
1． 3． 6 有机磷发酵液中解磷能力的测定
将待测菌株接种于 2216E 培养基上培养至菌体长
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出，接种于 300 mL 解有机磷培养基中，在 28 ℃、150 r /
min 条件下振荡培养 12 d，每隔 12 h 取样，测定有效磷浓
度及其 pH。磷浓度采用钼蓝比色法测定。
1． 3． 7 生长曲线的测定
将待测菌株接种于 2216E 液体培养基中，在 28 ℃、





( D) 与菌落生长直径( d) 的比值( D/d) 是有机磷降解菌相
对解磷能力的指标，可初步测定菌株降解有机磷的效果。
本文筛选的 10 株菌株 XMYP1 ～ XMYP10 在有机磷固体
培养基上产生的透明圈如图 1，透明圈直径( D) 与菌落生
长直径( d) 之比如表 1。由结果可知 XMYP2、XMYP7 与
XMYP10 解磷能力较强。另外 XMYP1 与 XMYP4 的透明
圈直径相对较大，但菌落面积也相对较大，解磷能力低于
上述三株菌。
2． 2 解磷细菌的 16S rDNA 序列分析
PCＲ 扩增菌株 XMYP1 ～ XMYP10 的 16S rDNA 基因
组，扩增后的 PCＲ 产物经 1． 0%琼脂糖凝胶电泳，在 1． 5
表 1 10 株解有机磷菌透明圈直径( D) 与菌落直径( d) 的比值( D/d)
Tab． 1 Ｒatio ( D/d) of dissolving phosphate zone diameter ( D) to culture community diameterthe ( d)
of the 10 organic phosphorus bacteria
菌株编号( XMYP) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
D /d 1． 333 1． 750 1． 286 1． 00 1． 333 1． 00 1． 714 1． 667 1． 470 1． 714
图 1 有机磷细菌在有机磷固体培养基上产生的解磷圈
Fig． 1 Phosphate-solubilizing zone on plate produced by or-
ganic phosphorus bacteria
kb 左右处有一明亮的特征条带。将所测得菌株的 16S
rDNA 序列在 Ez Taxon Server 2． 1 进行序列比对得出: 菌
株 XMYP1、XMYP2、XMYP3、XMYP4、XMYP5、XMYP6、
XMYP9、XMYP10 为芽孢菌属菌株; XMYP7、XMYP8 为弧
菌属菌株。10 株菌的 16S rDNA 序列的基 因 注 册 号 为
JX009137-JX009146。将同属的菌株用 DNA Star 软件进
行序列比对发现，XMYP3 与 XMYP5 的 16S rDNA 序列完
全相同，XMYP9 与 XMYP10 的 16S rDNA 序列完全相同。
2． 3 解磷细菌的系统发育分析
将 XMYP7 的 16S rDNA 与从 Ez Taxon Server 2． 1 上
同源性比对的相似菌株的 16S rDNA 构建系统发育树，如
图 2。图中可见与模式菌 Vibrio fluvialis NCTC 11327T 为
同一支，序列相似性为 100%。按照 16S rDNA 判定标准将
该菌鉴定为 Vibio sp．。
图 2 根据 16S rDNA 基因序列构建的菌株 XMYP7 的系
统发育树
Fig． 2 NJ phylogenetic tree of strain XMYP7 based on 16S rD-
NA gene sequences
将 XMYP10 的 16S rDNA 与从 Ez Taxon Server 2． 1 上
同源性比对的相似菌株的 16S rDNA 构建系统发育树，如
图 3。图中可见与模式菌 Bacillus circulans ATCC4513T 相
似性为 100%。按照 16S rDNA 判定标准将该菌鉴定为
Bacillus sp．。
图 3 根据 16S rDNA 基因序列构建的菌株 XMYP10 系统
发育树
Fig． 3 NJ phylogenetic tree of strain XMYP10 based on 16S
rDNA gene sequences
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2． 4 解磷菌发酵液解磷能力的初步研究结果分析
2． 4． 1 解磷菌发酵液中有效磷含量分析
根据测量解有机磷固体培养基的水解圈相对大小，
芽孢杆菌属中 XMYP2 和弧菌属中 XMYP10 解磷效果最
好，但由于 XMYP2 菌株生物量较小，因 此 筛 选 出 菌 株
XMYP7、XMYP10 解磷效果相对较好的两株菌测定其有机
解磷发酵液中有效磷浓度的大小，如图 4、图 5 所示。XM-
YP7 在接种 12 h 后，有效磷浓度达到最大值 0． 030 5 mg /
L，从 12 h 到 48 h 内稳定在 0． 029 5 mg /L 左右，第 2 d 开
始下降，第 6 d 开始稳定在 0． 024 mg /L 左右，与空白值相
当。XMYP10 在接 种 24 h 后，有 效 磷 浓 度 达 到 最 大 值
0． 027 2 mg /L，从 24 h 到 第 4 d，有 效 磷 浓 度 下 降 至











2． 4． 2 解磷菌发酵液中有效磷含量与发酵液中 pH 的关系
XMYP7、XMYP10 有机解磷发酵液的 pH 变化如图 6、
图 7 所示。XMYP7 发酵液中的 pH 在 48 h 内由 7． 68 降
到 6． 00，48 h 后其有效磷浓度开始下降，相应的 pH 开始
回升，第 9 d 开始稳定在 7． 50 左右，略低于空白值。XM-
YP10 发酵液中的 pH 在接种后到第 3 d 有下降的趋势，从
7． 73 降到 6． 13，之后有回升的趋势，从第 8 d 开始稳定在
7． 7 左右，与空白值相当。






存在一定的相关性( r = -0． 732 ) ，但同时也发现培养介质
pH 的下降，并不是解磷的必要条件，对此，很多学者也发
现二者的相关性较为微弱; 此外，培养介质酸度的下降，
不仅与解磷菌分泌有机酸有关 ，H + 还有其他的来源，如
NH +4 /H
+ 交换机制和呼吸作用［7］。
2． 4． 3 解磷菌发酵液中有效磷含量与生物量的关系
菌株生长曲线的测定一般用分光光度法测定，简单、
快捷，普遍测定其在 600 nm 处的吸光度来反应菌体生长
的生物量。由于菌株 XMYP10 在 600 nm 的吸光度数值较
小，采用不同浓度进行全波长扫描，发现均在 308 nm 处吸
光度最大，故采用其在 308 nm 处的吸光值来反映菌体生
长的生物量。XMYP7 在接种后 3 h 开始进入对数期，13 h
后开始稳定，最大吸光度为 1． 95 左右。XMYP10 接种后 3
h 开始进入对数期，12 h 后开始稳定，最大吸光度为 0． 87
左右。XMYP7、XMYP10 的生长曲线如图 8、图 9 所示。
图 4 XMYP7 解磷能力分析
Fig． 4 Phosphate solubilization of stain XMYP7
图 5 XMYP10 解磷能力分析
Fig． 5 Phosphate solubilization of stain XMYP10
图 6 XMYP7 有机磷发酵液中 pH 的变化
Fig． 6 pH variation of fermentation liquor of stain XMYP7
图 7 XMYP10 有机磷发酵液中 pH 变化
Fig． 7 pH variation of fermentation liquor of stain XMYP10
从图 4 和图 8、图 5 和图 9 分别可以看出，两株解磷
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值，由于菌体的大量繁殖，消耗利用环境中的有效磷元
素，从而使发酵液中有效磷浓度降低。
图 8 XMYP7 生长曲线
Fig． 8 Growth curve of stain XMYP7
图 9 XMYP10 生长曲线
Fig． 9 Growth curve of stain XMYP10
3 结 论
本研究从九龙江口海水和沉积物中取样，用卵磷脂





YP10 解磷效果最好，弧菌属的 XMYP7 解磷效果最好。
对两菌属解磷效果最好的 XMYP7、XMYP10 进行有机
磷液体发酵，测定其发酵液的有效磷浓度和 pH。XMYP7
的有机磷培养基中有效磷最大可达到 0． 030 5 mg /L，pH
最低为 6． 00; XMYP10 最大可达到 0． 027 2 mg /L，pH 最低
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